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CAPITULO I - INTRODUGAO



1. INTRODUGED

As glandulas salivares tem sido estudadas pornu
merosps pesquisadores, procurando-se estabelecer suas relagoes
com atividades de secregao interna e sua interac3do com outras
glandulas.

Apesar de altgumas pesquisas terem revelado pos-
siveis fungoes endocrinas das glandulas salivares, relaciona-
das principalmente com o metaboiismo de carboidratos {UTIMURA,
1927; SEELIG, 1928; HIKI et alii, 1929, 1930, 1932 e 1934), so
mente a partir de 1934, com OGATA, que propos a "Teoria Endo-
crina das Glandulas Salivares", foi que a relag3ao glandulas sa
Jivares-metabolismo, comecou a ser melhor cbservada.

Assim sendo, OGATA (1944), e posteriormente ITO
{1954y, isolaram e cristalizaram das glandulas parotidas de
boi, uma substancia biologicamente ativa, de natureza proteica,
que denominaram de Parotin,

As revelagoes destes pesquisadores marcaram o i
nicio de uma investigagao mais profunda, a fim de definir as
funcdes endbcrinas das glandulas salivares, chamando a atencdo
de numerosos estudiosos, procurando inter-reltacionar as fun-
coes destas glandulas com as demais do sistema end6crinoi

Subsequentemente, TAKIZAWA {1954), OGATA (1955)
e ITO (1960), demonstraram que as glandulas parotidas seriam a
principal fonte do que eles denominaram "Hormonio Salivar (Pa-
rotin)® sendo que as glandulas sub-mandibulares também secre-
tariam uma pequena fragaoc desta substancia, o mesmo ocorrendo

com as glandulas sub-linguais.
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A participacdo das glandulas salivares em ativi
dades endocrinas & demonstrada tambem, pe?a existéncia de ou-
tras substancias secretadas por essas glandulas cbhforme obser
vado por COHEN (1960) que isolou das glandulas sub- mandibula-
res de camundongos, um fator de crescimento nervoso (NGF) que
estimula o crescimento e a diferenciacao das cé€lulas nervosas
sensitivas e simpaticas. Esse mesmo autor, em 1962, isolou das
glandulas sub-mandibulares de ratos, um polipeptideo, fator de
crescimento epidermal (EGF), que acelera a erupgao dos incisi-
vos de ratos recem-nascidos. Tais observagoes foram confirma-
das por outros pesquisadores (ANGELETTI, LEVI-MONTALCIN & CA-
LISSANG, 1968). |

Dentre outros principios ativos isolados das
glandulas salivares, pode-se citar:- fator de crescimento das
células cardiacas (BAST & MILS, 1963), fator de crescimento de
células do tubo nerval (ADLER & NARBAITZ, 1965), fator de esti
mulacdao do crescimento de celulas mesenquimais e que causa di-
ferenciagao do tecido muscular e cartilaginoso (ATTARDI, SCKLE
SINGER & SCHLESINGER, 1967}, fator que promgve linfopenia e a-
trofia do tecido linfside (TAKEDA et alii, 1967), fator letal
das glandulas sub-mandibulares, liberado quando se transplan-
tam essas glandulas para um hospedeiro, e gue & diretamente re
lacionade com o sexo masculino (HOSHINO & LIN, 1968 e 1969),fa
tor hemorragico, que promove hematoma local e intensa hemorra-
gia sistemica (HOSHINO & LIN, 1969), fator hiperglicemiante das
glandulas sub-mandibulares, denominado "glucagon salivar" (LAW
RENCE et alji, 1977) e finalmente, em 1979, ARRUDA VEIGA, que
isolou um peptidec do extrato de glandulas sub-mandibu1arés de
camundongos, que provoca além de poliluria, albuminiuria e “uma

serie de alteracgoes nas estruturas renais,



Todas estas descobertas vieram fortalecer é hi-
potese formulada pelo grupo de OGATA a feSpeito das fungoes en
docrinas das glandulas salivares.

As inter-relagoes entre g13nduias salivares e
metabolismo em geral também tem sido fruto de inlimeras pesqui
sas, no sentido de se procurar elucidar as reais fungoes des-
sas glandulas, o que vem justificar o interesse do Departamen

to na sequencia de sua linha de pesquisa.
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2, REVISTA DA LITERATURA

2.1. Participacao das glandulas salivares e Parotin sobre o

metabolismo de carboidratos

O0s efeitos das glandu1as salivares sobre o metabolismo
dos carboidratos foram sugeridos por FERRANINI (1911), gue re-
Jatou um caso de "Diabetes salivar". Neste caso, o paciente a-
presentava um fluxo de saliva contendo dextrose, sendoque essa
glicossialorréia alternava-se com a glicasuria, substituindo-a.

Tamb&m FARRONI (1911) observou que o extrato de glandu
las salivares de bovinos exercia efeitos hipoglicemiantes em
coelhos, reforcando as sugestoes de FERRANINI.

Esses achados, porem, nao foram confirmados por GOLJA-
NITZKI (1924) quando revelou que a remogao das glandulas paro-
tidas e sub-mandibulares de coelhos induziu a formagao de ede-
ma, glicosuria e morte. 0 mesmo autor verificou tambem que a
ligacao dos ductos das parotidas nao trazia resultados benefi-
cos em pacientes diabeticos.

Em contraposigao, UTIMURA (1927), SEELIG (1928) e De
TAKETS {1930) descreveram uma série de casos, onde os sintomas
c17nicos do diabétes foram melhorados, apds a ligac3o dos duc-
tos das glandulas parotidas. Esses dados foram confirmados por
ZIMMERMAN (1932), que demonstrou, apds a determinagdao da curva
de tolerancia a glicose, em caes, antes e apos a iigadura dos
ductos das parotidas, que essas glandulas exerciam alguma in-
fluéncia, até o momento naoc conhecida, sobre o controle do me-
tabolismo de carboidratos.

Essa afirmativa veic ao encontro de sugestoes de va-

rios autores {(HIKI et altii, 1930, 1932, 1934 ; OGATA, 1934)que



- 14 -

revelaram existir uma eventual relacao entre a secrec¢ao inter-
na das glandulas salivares e o metabolismo de carboidratos.

Todavia, em 1933, ROSENFELD descreveu que a hipogliee-
mia subsequente a ligadura dos ductos das parotidas era induz
da mais pela absorcao da amilase, do que em decorrencia de uma
secregao interna das glandulas salivares analoga & insulina.

Por outro lado, FERRETI(1936) e DOBREFF (1936) afirma-
ram que a hipertrofia das glandulas pardtidas de diahéticos pode
ria ser um mecanismo compensador, iste e, as parotidas assumi-
riam as funcoes do pancreas na'eiaboragﬁo.da insulina.

BIRNKRANT (1941} e BIRNKRANT & SHAPIRO (1942) verifica
ram que a parotidectomia bilateral promovia hipogfﬁcemﬁa em ra
tos. Posteriormente, analisando a influéncia do extrato de pa-
rotidas na glicemia e nas estruturas do pancreas do mesmo ani-
mal, observaram que a adminiétragéo prolongada dexte extrato
levava, invariavelmente, a uma degenerac¢ao das ilhotas de Lan-
gerhans e a uma significante hiperglicemia.

Estes resultados nao foram confirhados por GAULT(}9S4)
o qual relatou que a ausencia das glandulas pardotidas em rates
e camundongos nao revelou alteragao do nivel glicemico. Mas,em
1957, PARHOM, BABES & PETREA afirmaram que a administragao  de
um extrato parotidiano, em coelheos, provocou um prolongado es-
tado hiperglicemico. Com o mesmo extrato, estes autores obtive
ram um aumento estavel do nivel glicemico em enfermos com hi-
perinsulinismo. |

FLEMING (1959) observou que a administracao intramuscu
lar de Parotin em camuﬁdongos normais, numa concentragao de
0,30 mg cada 3 dias, num total de 10 injecoes, durante um pe-
riodo de 24 a 30 dias, promoveu alteracoes tanto no pancreas e

xocrino, quanto no endocrino. Tais modificagoes foram mais evi
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dentes nas ilhotas de Langerhans, que se mostraram hiperplasi
cas e hipertroficas. Quanto ao nivel glicémico, notou uma acen
tuada diminuicao.

GODLOWSKY & CALANDRA (1960) observaram, apds a ablacdo
bitateral das glandulas sub-mandibulares e sub-linguaisde caes,
um significante aumento da sensibilidade 3@ insulina e uma dimj
nui¢ao da tolerancia a glicose, com aumento de sua utilizacao.
0s autores concluiram que as glandulas sub-mandibulares e sub-
linguais produzem um fator inibidor da insulina.

Em 1960, ITQ0, atraves de uma extensa revisao, confir-
mou que o produto secretado pelas glandulas parotidas e sub-
mandibulares (Parotin), & biologicamente ativo, pois provoca
diminuicao do calcio sérico em cobaias, diminue e subsequente-
mente aumenta o nimero de leucdcitos circulantes e promove a
calcificacao da dentina dos dentes incisivoes. Alem disso, o Pa
rotin tem sido, eficazmente, uUsados em seres humanos, nas en-
fermidades primarias resultantes das condrodistrofias fetais ,
artrites deformantes, espongilites e doengas pariodontais.

GODLOWSKY (1968) e GODLOWSKY, GAZDA & WITHERS (1971)es
tudando o papel das glandulas sub-mandibulares na homeostase
da insulina, verificaram gue a remocao das citadas glandulas,
levava a um aumento da acao da insulina e consequentemente, 3
rapida remocao da glicose do sangue. Extratos dessas glandu -
las, dialisados e fracionados eletroforéticamente, e injetados
endovenosamente, causaram inibicao da acao insulinica. A admi-
nistracac desse extrato, em seres humanos portadores de diabe-
tes melito, mostrou, em pelo menos tres casos, completa remis-
sac das manifestacoes clinicas do diabetes e retorno da tole-
rancia a glicose dentro dos padroes normais, o que vem confir-

mar a existencia de um fator com acao analoga a da insulina,



produzido pelas glandulas sub-mandibulares.

DAVIDSON, LEIBEL & BERRIS (1969) reconheceram que a hi
pertrofia e/ou hiperplasia das glandulas parotidas precedé, em
inumeros casos, o diabetes. ‘

STEINBERG & GNINUP'(IQ?Z), propondo-se a estudar oefei
to da extirpagao bilateral das glandulas sub-mandibulares em
caes e sua eventual re1ag50 com as respostas glicemicas asso-
ciadas ds atividades da insulina, concluiram que o papel des-
tas glandulas na patogénese e magnitude do diabetes melito 2
obscuro; sugeriram, no entanto, que a atividade das g¢glandulas
salivares pode ser uma forma de diagnosticar diferentes tipos
de diabetes.

?rocurando analisar os efeitos da ligagao bilateral dos
ductos salivares sobre a glicemia de camundongos diabéticos s
HOSHINO et alii (1976) concluiram que o efeito hipoglicémico
foi mais acentuado quando os ductos da parotida e sub-mandibu-
jar foram simultaneamente ligados. Interpretaram esses resulta
dos como consequéncia da auséncia do fator inibidor da insuli-
na.

Em 1979, GUIMARAES et alii, propondo-se a estudar os e
feitos da parotidectomia sobre o nivel glicémico e o teor de
glicogenio hepatico em ratos, verificaram que a auséencia des-
sas glandulas promove um s{gnificativo aumento da glicemia,com
consequente diminuicao do teor do glicogenio hepatico.

Em 1979, TEIXEIRA estudando 0s efeitos do Parotin so-
bre a hiperglicémia de ratos diabéticos, demonstrou que este
principio ativo apresentou agao em diminuir a hiperglicemia e
que a intensidade e duracao de seu efeito, € diretamente pro-
porcional @ sua concentragaoc. As doses utilizadas pelo autor

variavam de 0,10 mg a 0,50 mg/100g de peso corporal.



Mais recentemente, GUIMARAES et alii (1980) demonstra-
ram que a administragao intraperitoneal de uma uUnica dose de
Parotin (0,30 mg/100g de peso) em ratos diab&ticos trouxe o ni
vel glicémico proximo 3 normalidade, enquanto a concentracao

de glicogénioc hepatico tornou-se bastante aumentada.

2.2. Participagao das glanduias satlivares e Parotin sobre o

metabolismo proteico

Com relacao ao metabolismo proteico, ITO e  TSURUFUJI
(1953) encontraram uma acentuada diminuicac das proteinas to-
tais do soro de coelho, apdos a administracao do Parotin.

MORI (1953), estudando o efeito do Parotin sobre o de-
senvolvimento geral, observou que a administracao de baixas do
ses dessa substancia, além de promover um maijor crescimento
corrigia o desenvolyimento imperfeito do embriac de galinha.

SASAKI (1953), OKUDAIRA (1954} e ITO, TSURUFUJI & KUBO
TA (1954), estudando a agao do Parotin, na ossificagao, verifi
caram em ratos, um aumento da calcificagao e um crescimento a-
celerado dos tecidos cartilaginosos das epifises da tibia.

A eficadcia do Parotin em manter a proliferacao das fi-
bras e!ésticas da aorta, peie e certos tecidos mesenquimais,co
mo sistema reticulo endotelial, tecido conjuntivo e orgaos he-
mopoéticos, foi descrita por TAKIZAWA {1954).

Subsequentemente, YAMAGUGHI (1954) observou, em coelhos
e caes, que trés meses apos a remogao das parotidas e sub-man-
dibulares, a amostra total de proteinas no soro tinha aumenta-
do consideravelmente. A administragﬁo de Parotin nos animais
causava uma acentuada diminuicac de proteinas séricas.

KONO (1955), NORITA (1955), AKITA (1956) e  TAMAGAWA
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{1957) descreveram que, em ratos, o Parotin acelera a matura-
¢ac do tecido cicatricial. BRACCINI & SIERVO (1962) estudando
0o processo de reparo de feridas cutaneas, em ratos tratados com
Parotin, chegaram a resultados opostos,

YUASA (1957} observou que o Parotin nao afeta a ativi-
dade da fosfatase alcalina no figado, mas diminue a atividade
da mesma no soro. Por outro lado, encontrou major atividade da
transaminase no figado e corac¢ao, e da catepsina no figado, su-
gerindo que o Parotin promove a sintese de proteinas “In Vivo"

Estudando a relacao P/0 da mitocondria de hamster, SA-
SE (1958) verificou que o Parotin provocou aumentc dessa rela-
¢ao, e que o mesmo ativou anabolicamente o metabolismo protei
co e inibiu o seu catabolismo causado pela acao da tiroxina.

O0SQORIO & KRAEMER (1965), estudando o efeito da adminis
tracac do Parotin sobre o péso corporal de ratos siaioadenecto
mizados, demonstraram que o aumento do peso nesses animais po-
de ser conseguido por um efeito estimulador do Parotin, e gque
a ausencia das glandulas salivares pode levar a profundas modi
ficagdes da absorcgao e utilizagao dos alimentos.

Em 1970, CHATELUT, realizando ligadura dos ductos ex-
cretores e tambem fazendo a sialocadenectomia, observou que am-
bos os procedimentos promoviam retardo no crescimento dos ani-
mais. Verificou ainda que inje¢oces de Parotin nas concentra-
¢oes de 0,15 mg a 0,30 mg, cada 2 dias eram incapazes de rests
belecer o crescimento normal.

TEIXEIRA, VIZIOLI & GUIMARAES {1976), pesquisando 05
efeitos do Parotin e da sialoadenectomia sobre o desenvolvimen
to do tecido de granulacao de ratos, observaram gue a ausencia
das glandulas sub-mandibulares e sub-Tinguais produziu um atra

so no desenvolvimento do tecide. Este atraso fol parcialmente
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inibido pela administragao intraperitoneal de Parotin (0,15mg/
100 g de peso corporal) e totalmente eliminado pela administra
c¢ao de uma dose de 0,30 mg/100g de peéso. Em animais hormais, a
aplicacac de uma dose Unica de Parotin, na coﬁcentragéo de 0,30
mg prbduziu aumento do numero de fibroblastos e da vasculariza

¢ao do tecido de granulagio.

2.3. Participagao das glandulas salivares e Parotin sobre o

me tabolismo 1ipidico

Quanto ao inter-relacionamento entre glandulas saliva-
res, Parotin e metabolismo Tipidico, em toda a revista da Tite
ratura, foi detectado somente o trabalho de ARAI & YAGI (1958},
gue observaram que 0 Parotin regula a relacao entre o coleste-~
rol livre e colesterol esterificado, como também a relacgdao do
colesterol total e fosfolipideos do soro. Com a administracao
de uma dose unica de 1 a 6 mg de Parotin em coelhos, os auto-
res observaram que o nivel do coiestero] aumentou no sangue du
rante as primeiras 24 horas, diminuindo abaixo dos valores ini
ciajs apos alguns dias, enquanto que a taxa de fosfolipideosdo
soroc aumentou acentuadamente., Entretanto, na hipercolesterole-
mia experimental em coelhos, o colesterol! total nao so dimij-

nuiu como retornou a valores proximos deo fisiologico durante

uma semana apos a administragao do Parotin.

2.4. Consideracgoes gerais sobre o metabolismo lipidico

Apesar de ser fun¢ao vital do tecido adiposc a de atuar
como reservatorio de gordura, a gqual pode ser mobilizada para

o provimento de energia, até recentemente pensava-se que es5se



tecido era metabolicamente inerte.

Por volta de 1948, atraves de varios estudos, demons-
trou-se que o tecido adiposo nao era simplesmente um reservatg
rio inativo. Esse aspécto foi enfatizado ﬁor WERTHEIMER & SHA-
PIRO (1948), a despeito da auséncia de informagles mais preci
sas concernentes aos enzimas e as vias metabolicas neste teci-
do.

Un importante obstaculo para a compreensao do metabo-
1ismo do tecido adiposo e sua relagao com a fisiologia do orga
nismo era a falta de conhecimento do mecanismo pelo qual a gor
dura era mebilizada do tecido adiposc e transportada para oﬁ-
tros tecidos.

FAVARGER (1949) sugeriu que os adcidos graxos livres se
riam a forma pela qual a gordura era liberada do tecido adipo-
so e transportada no sangue.

A primeira e definitiva evidencia para suportar essa
hipotese originou-se de estudos de GORDON (1957), que correla-
cionou a concentracao de acidos graxos 1ifres ne soro com tro-
cas no estado nutricional, e concluiu que a gordura era libera
da do tecido adiposoc e transportada no sangue como acido graxo
livre. QObservagoes similares foram relatadas por DOLE (1956).

Fste e numerosos estudos subsequentes tornaram possi-
vel desenvolver com confianga, métodos relativamente simples |,
para quantificacao de acidos graxos .livres no soro e em outros
meios biologicos.

A demonstracac de que o acido graxe liberado e outros
processos metabolicos s3o influenciados por hormonios durante
a incubacgao "In Vitro", despertou interesse para as atividades
do tecido adiposo.

Assim, WHITE & ENGEL (1958), estudando "In Vitro” a a-



¢ao lipolitica da corticotrofina em tecido adiposo de rato, de
monstraram que a mesma provoCa um aumento na concentragao de a
cidos graxos nao esterificados, tanto no tecido como ne meio
de incubagao, demonstrando uma relacdo aumentada da Tipolise
da gordura neutra de dentro da celula. Verificaram também que
este efeito foi inibido durante anaerobiose.

WINEGRAD & RENOLD (1958), pesquisando os efeitos da in
sulina sobre o metabolismo da glicose, piruvatc e acetato, em
epididimo de rato, demonstraram que a insulina aumentou marca-
damente a captagac de glicose em lipideo soluvel em &ter, Em a
nimais diabeticos aloxanicos, os tecidos metaboclizaram  menos
glicose do que oS animais normais, mas os efeitos da insulina
estavam presentes apds tres horas de incubacdo. Também foi ob-
servado que a insulina adicionada "In Vitro" nao estimulou sig
nificantemente o metabolismo do acetato, do piruvato ou dos i
pideos, quando esses substratos estavam presentes sozinhos. Na
presenca de.glicose, entretanto, a insulina estimulou a lipoge
nese do acetato e do piruvato.

A sintese do glicogenio e do glicerol foram medidos pe
1o 14 da glicose, no tecido adiposo de ratos "In Vitro", por
CAHILL, LEBOEUF & RENOLD{1959), na presenga e na ausencia de
insulina. Relataram os autores que a insulina estimulou a sin-
tese de glicogenio em aproximadamente 50 vezes, enquanto que a
sTntese do glicercl foi estimulada somente 2 a 3 vezes. Foi ob
servado tambem, que ¢ glicerol origina-se em parte, de deriva-
dos metabolicos da via fosfogluconato~oxidativa.

VAUGHAN (1961) descreveu que os hormonios: epinefrina,
norepinefrina, ACTH, glucagon e serotonina provocaram aumento
da captagao da glicose pelo tecido adiposo. Todavia, gquando a

concentracaoc desses hormonios era diminuida para o nivel no
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qual a captac¢ao da glicose nao era demonstravel, a estimulacio
de acidos graxos livres era moderadamente evidenciavel. Demons
trou ainda que o efeito do 3,5 AMP, adicicnade aoc meio de incu
bacao era semelhante ac do 5-AMP e oposto ac dos hormonios aci
ma citados.

Com relacao ao glucagon, HAGEN {1961) relatou observa-
coes identicas. Ao analisar os efeitos da adrenalina e do glu-
cagon sobre a fosforilase e liberacao de acidos graxos livres,
notou gue as agoes de ambos sobre a fosforilase eram semelhan-
tes, mas sobre a Jliberacdo de acides graxos livres, o efeito
da adrenalina era aproximadamente sete vezes maior,

Em 1962, VAUGHAN, pesquisandc sobre a produgao e libe-
ragao do glicerol pelo tecido adiposo do epididimo de ratos,in
cubado "In Vitro", descreveu que a adic¢ao de glicose ao meio
de incubacao, diminuiu a liberagao de acidos graxos livres do
epididimo de ratos mantidos em jejum, mas nao altercu a libera
¢3ao do glicerol, mesmo quando substituiu-se o nitrogénio por
oxigenio durante o periodo de incubagao.

Realizando estudos sobre os efeitos da insulina e da a
drenalina sobre acidos graxos livres e producac de glicerol,na
presenca ou ausencia da glicose em tecido gorduroso de epidfdi
mo de rato, pesando entre 40 mg e 100 mg, JUNGAS & BALL (1962)
observaram que a adigao de 0,1 uwg/ml de adrenalina ao meio,pro
duziu um maior acumulo, tanto de acidos graxos quanto de glice
rol, no meio de incubagao. Concluiram, pois, que a adrenalina
hidrolisa triglicérides a acidos graxos e glicerol. Quando,jun
tamente a adrenralina, foi adicionada insulina (100 ul/ml), hou
ve reducao na liberacao de acidos graxos e glicerol para o meio.
Isso levou a constatacao de que a insulina promove a reesteri-

ficacao dos acidos graxos livres formados pela lipolise do te-



cido gorduroso.

BALL & JUNGAS (1963) verificaram que, sob condigbes ae
robicas, ratos realimentados produzivam glicerol numa propor-
¢ao 10 vezes maior que os ratos alimentados de maneira comum,
quando em presenca de epinefrina (G,5 ug/ml} no meio de incuba
Gao.

Pesquisando os efeitos do hormonio do crescimento e da
dexametasona sobre a lipdlise, em células gordurosas isoladas
de ratos, FAIN, KOVACEK & SCOW (1965) verificaram que o glice-
rol liberado pela agao do GH e dexametasona, tornou-se bastan-
te aumentado no mejo de incubagao. Poréem, guando a insulina
(10 uU/m1) era adicionada, ocorria bloqueic da agao lipolitica
dos hormonios. Sugeriram que essa agac lipolitica € secundiria
aos efeitos dos hormonios sobre a sintese de RNA.

RODBELL & JONES (1966) descreveram que tanto a insuli-
na como a fosforilase C inibiram, na ausencia de glicose no
meio de incubacdo, a liberagac de acidos graxos e glicerol que
era estimulada por concentragao submaxima (0,01 ug/ml) de hor-
monios lipoliticos {(ACTH, epinefrina, glucagon e teofilina)
Quando as concentracoes hormonais eram altas, tanto a insulina
quanto a fosforilase C falhavam em inibir a acao lipolitica.

Resultados identicos foram observados por FAIN, KOVA-
CEK #SCOW (1966)., Deve-se ressaltar o fato que os animais utj-
1izados por esses pesquisadores eram alimentados com ragao con
tendo alta taxa de gorduras (40%), por 5 a 10 dias, e depois
deixados em jejum por 18 horas.

A interacio entre hormonios tirecideanos e catecolami-
nas foi estudada "In Vitro” em tecido adiposo sub-cutaneo de
18 pacientes hipotireoidecos e de 13 doentes controlados. Foi

observado que o efeito lipolTtico da noradrenalina foi total-
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mente abolido nos individuos hipotireoideos, porém, tal efeito
era restaurado pela adigao de um antagonista o -adrenérgico, a
fentolamina (ROSENQUIST, 1972). Essas observacdes foram confir
madas posteriormente, por MAUDE et alii (1974).

A concentracac de AMP ciclico no tecido gorduroso do [3
pididimo de rato e no meio de incuba¢ido foi estudada por FASS1
NA et alii (1972), que observaram que houve um grande aumento
da concentragao do AMP-ciclico, quando em presenca de noradre-
nalina e teofilina tanto no tecido gorduroso quanto no meio de
incubacao. Esse efeito todavia foi inibido por algum inibidor
da fosforilase oxidativa (oligomicina, 2,4-dinitrofenol ou rote
none) .,

A inter-relacao entre dieta e ac3do da insulina  sobre
tecido gorduroso foi pesquisada por GOLDRICK, HOFFMANN g REAR-
DON (1972). Esses autores concluiram que ha um progressiveo de-
¢1inio da acao da insulina sobre a resposta do tecido adiposo
em ratos com idades de 10 a 34 semanas, os quais eram a1imen£g
das com ragao "ad libitum". Quandc houve substituicao dessa ra
¢io padr3o por racio 3 base de cereais, o efeito foi prevenido.

Animais alimentados com dieta na qual a taxa de oleode
mitho era alta, apresentaram significante diminuic3o na recupe
racao de acidos graxos. Por outro lado, quando o tecido adipo-
so desses animais foi incubado "In Vitro", na presenca de Ul4g
glicose, 2 sintese de icidos graxos tornou-se aumentada. Nao
foi notada, tambem, alterac¢ao na atividade da lipoproteina 1i-
pase (BORENSZTAJN & GETZ, 1972). Sobre as condigoes experimen-
tais utilizadas, os autores concluiram que a captagao de aci-
dos graxos pelos lipocites de ratos alimentados com racao con-
tendo gorduras € mais limitada quando comparada com a captacao

pelos adipocitas de ratos, alimentados com racazo livre de gor-



dura.

LAVIS, WILLIAMS & SEATTLE (1973) descreveram que a in-
sulina em altas concentracoes {40 mg/ml) provocou um efeito 11
politico sobre células gordurosas iscladas, incubadas "In Vi-
tro". Este efeito, que ocorreu na ausencia de glicose no meio
de incubagao era abolido pela incubacao de gamaglobulina anti-
insulinica, ou pela prévia tripsinizacao das células gorduro -
sas. |

OKUDA et alii (1974) demonstraram que a lipdlise de ce
lulas adiposas isoladas era aumentada pela presenga de dibuti-
ri1-AMP c¢7clico e adrenalina, mas nac pelo AMP c¢iclico.Foi ob-
servado tambem que a taxa da lipase nac foi aumentada na pre-
senca dessas substancias. A respejto, sugeriram duas hipote-
ses: a primeira de que o AMP c¢iclico poderia ser degradado mais
facilmente nas células adiposas que o dibutiril AMP ciclico, e
a sequnda, que o AMP ciclico poderia nao penetrar na membrana
celular como o dibutiril AMP ciclice o faz.

Com referencia ac pH do meio de incubacdo, VEGA & DE
CINGOLANI (1974) descreveram que a acidose {pH = 6,8) inibia a
lipolise induzida pela epinefrina, enquanto a alcalose estimu-
lava-a., A liberacao de acidos graxos livres, todavia, manteve-
se diminuida em ambas as condigoes. Resultados similares foram
obtides quando foi usado o dibutiril AMP ciclico para induzir
a lipolise. Quando a adrenalina era incubada juntamente com a
aminofilina, havia um aumento da liberacao de acidos graxos e
glicerol em pH = 6,8 e 7,4, mas nao em pH = 7,8. Concluiramaque
a reesterificacao de acidos graxos livres decresce em acidose
e aumenta em alcalose.

Tambem o tipo de gordura na dieta foi analisado porpes

quisadores. LARKING & NYE (1974) descobriram que em dietas con
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tendo oleo de linhaga, a agao da adrenalina sobre a lipolise &
muito maior que em dietas contendo 0leo de girassol ou gordu-
ras de carne. Esta diferenga porém, nao estd ainda bem determi
nada. Sabe-se, todavia, que a dieta rica em acido linoleico ,
quando comparade a dieta contende toucinho ou banha, promove ,
em ratos, diferengés no tamanho dos adipocitos e também na in-
corporacac de precursores para RNA e DNA,

RENNER, KEMMLER & HEPP (1974} descreveram que a insuli
na em pequenas concentra¢oes {5 a 5.000 uU/ml)} interfere na a-
tivacac da adenil-ciclase por hormonios lipoliticos. Sugeriram
que tal fato decorre da formagao de um antagonismo entre a in-
sulina e os hormonios lipoliticos que pode envolver o nucleoty
deo.

HANSEN, NIELSEN & GLIEMANN (1974), estudando a intera-
cao peso corporal e lipolise, demonstraram que a liberagcao do
glicerol em decorréncia da agao do ACTH ou noradrenalina € cor
relacionado positivamente com o peso do animal. Isto ~confirma
os achados de ZNIDER & SHAPIRO (1971) sobre a liberagao de 3ci
dos graxos livres de animais pesandc acima de 300 g. Com refe-
réncia ao tamanho das c&lulas, o mesmo ocorre, Todavia, tais
observacoes nao sao positivas em relagao ao glucagon, que apre
sentou respostas diferentes. Esses autores concluiram que 05
receptores celulares de glucagon diminuem com o aumento do pe-
so corporal, o que levaria, sem duvida, a uma diminuigao da 1i
polise.

Com a2 finalidade de demonstrar ser a adenosina um 1im-
portante regulador do metabolismo lipidico, FAIN & WIESER(1975)
descreveram que a adenosina-desaminase ativa a lipolise e po-
tencializa marcadamente o acumulo de AMP ciclicec. Esses efei-

tos, porem, sao abolidos pela presenca da teofilina, devido 3



competi¢dc entre as substancias.

SOLOMON {1975) demonstrou que um dos efeitos do diabe
tes experimental & a redu¢ao na atividade da fosfodiesterasedo
tecido adiposo. Com doses fisioldgicas de insulina (100 uU/ml),
apos 50 minutos de incubagaoc, foi notado um substancial aumen-
to da atividade da fosfodiesterase, tanto em animais . normais
como em diab&ticos.

0 metabolismo de acidos graxos livres no figado de ani
mais alimentados, em jejum e diabéticos experimentais fofi estu
dado por WITTERS & TRASKO (1979). Foi observado que em animais
alimentados o principal produto do metabolismo eram os trigli-
cerides ao passo que em animais em jejum e nos diab&ticos eram
as cetonas. 0 glucagon, em concentracoes fisioldgicas, aumen-
tou a cetogenese e diminuiu a sintese de triglicerideos do pal
mitato nos hepatdcitos de ratos alimentados. 0 mesmo n3ao ocor-
reu nos hepatocitos de ratos em jejum ou em diab&ticos experi-
mentais, Concluiram que o glucagon atua também diretamente no
figado para modular o metabolismo de acidos graxos em animais
alimentados, efeito esse que pode ser suprimido pela insulina,

HONEYMAN, LEVY & GOODMAN (1979) estudando o0s efeitos de
virios agentes sobre a fosforilase e a 1ipd0lise no tecido adi-
poso de ratos, observaram que o AMP ciclico, o dibutiri] AMP
ciclico e o }-metjl-3-isobutilvxantina produziram aumento na 2
tividade da fosforilase a e na produgaoc de glicerol, da mesma
forma que a epinefrina, isoproterenol e glucagon. A serotonina
por sua vez, falhou em estimular a lipdolise; todavia, aumentou
a atividade da fosforilase a, produziu aumento no nivel de AMP
ciclico e ativou o AMP ciclico ligado @ proteina quinase. Por
outro lado, a adenosina e a prostaglandina Ey, agentes antili-

politicos, diminuiram a resposta lipolitica, mas nao interferi
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ram na ativacac da fosforilase. Estes resultados demonstraram
que, sob algumas condigoes, a atividade da fosforilase e a 1i-
polise podem ser ativadas independentemente dentro dos adipﬁci
tos, porem ambas respostas parecem ser mediadas pela ativagao
do AMP cTclico Tigado a proteina quinase que & reguladora da

fosforilase e da atjvidade da lipase.

2.5. Proposicao

Conforme pode ser notado pela revista da literatura, o
inter-relacionamento entre glandulas salivares e metabolismo
de carboidratos e de proteinas, vem sendo estudado por diver-
sos pesquisadores que procuram estabelecer as reais fungoes des
sas glandulas e de seus produtos de secrecac. Com relacao po-
rém, ao metabolismo lipTdico, tal nao & observado. Chama parti
cular atencao o fato desse metabolismo ser intimamente ligado
ao metabolismo de carboidratos. Assim, propoe-se neste traba-

Tho:

1} Avaliar "In Vitro", os possiveis efeitos do Parotin
sobre a liberagao do glicerol do tecido gorduroso do epididimo
de ratos normais e diabéticos, em relacao @ modelos experimen-

tais conhecidos (insulina e adrenalina);

2) Determinar "In Vitro", as concentragoes de acidos
graxos livres, no plasma de animais normais e diabeticos, sob

influéncia do Parotin, em relacac tambem, 3 insulina.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados nesta pesquisa 48 ratos machos (Rat-

tus norvegicus-, albinus, Wistar}) com 3 meses de idade, pesando

em média 220 gramas, no inicio da experimentacao.
Os animais foram alimentados antes e durante o perfodo
experimental com ragao balanceada padrEo* e agua "ad 1ibitum",
0 presente trabalho foi desenvolvido em 2 modelos expe
rimentais:
3.1. Determinagao do glicerol - Estudo “"In Vitro".
3.2. Determinagao de acidos graxos livres - Estudc "In Vi-

VO”

3.1.1. Sequencia do experimento "In Vitro"

Foram utilizados 24 ratos, distribuidos, casual

mente em 2 grupos, da seguinte forma:

GRUPO I - Controle - constituido por 12 ani-
mais, que receberam via intraperitoneal, apenas solugao fisio-
10gica;

GRUPO II - Diabeticos experimentais - constituf
do por 12 animaijs os quais receberam, via intraperitoneal, 125
mg de aloxana**/Kg de peso. |

Tanto a solugao fisiologica quanto & aloxana u-

tilizadas, n3ao ultrapassaram o volume maximo de 1,0 ml.

\

Racao Balanceada Ceres, Piracicaba

*

N Monohidrato de Aloxana - Carlo Erba



3.1.2. Produgao de ratos diabéticos

Para a produgao de ratos diabéticos, foi admi-
nistrado, intraperitonealmente, apos jejum prévio de 16 horas
(KASS e WAISBREN, 1945}, aloxana a 2% em solucao salina hipoto
nica (NaCl 0,45% p/u) na quantidade de 125 mg/kg de pé€so corpo
ral. 0 volume maximo de solucao de aloxana injetado foi de 1,0
mi.

Apos a édministragéo da aloxana, o alimento foi
restituido aos animais e, com a finalidade de prevenir eventu-
ais hipoglicemias, foi colocada a disposicao dos mesmos uma S0
Jucao de glicose a 15%, a qual foil retirada depois de 24 horas
(TOMITA, 1973).

A constatacao do diabetes foi verificada atra-
vés da glicemia (metodo da Ortotoluidina) realizada aos 3 e 6
dias apos a administragdao da aloxana e também através da deter
minacdo da glicosuria, feita pela tecnica da glicofita*, nos
mesmos dias.

Foram considerados diabeéticos aloxanicos e pos-
teriormente utilizados no experimento, o0s animais que apresen-
taram glicemia superior a 250 mg%, apds a 2% dosagem da glice-
mia,

Para as dosagens glicemicas, ap0s anestesia por
inalagdo com eter sulflrico em uma campanula de vidro, coletou
se o sangue da ponta da cauda dos animajs, por aspiragac, se-
gundo técnica detalhada no apéndice deste trabalho.

A sequir, os animajs de ambos 0$ grupos foram

sacrificados por decapitacao e o tecido adiposo da cabecga do e

*
Glico-fita - Eti Lilly do Brasil Ltda.
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pididimo foi removido e mantido em solugdo Krebs Ringer, em ba
nho de gelo.

Cada bloco de tecido adiposo do epididimo foi
repartido em 2 porgoes de 150 a 200 mg cada uma & colocadas em
frascos de Warburg, para incubagao.

Para evitar-se possiveis variacodes entre as por
coes distais e proximais do epididimo, foi realizade um rodi-

zio das mesmas, nos diferentes mejos de incubagao.

3.1.3. Sistemas experimentais empregados

0 sistema experimental para determinagao do gli
cerol, sob o efeito da insulina, Parotin e adrenalina,tanto pa
ra animais do Grupo I (controle), quanto para os do Grupo Il

(diab&ticos aloxanicos), constou de (Tabela 1}:-

a) Frasco no 1:

Tampao Krebs Ringer Fosfato (pH = 7,4) ..... 2,9 ml
0TI £ - 0,¥ ml (1)
Porcao do epididimo ........................ T 150 - 200 mg

b) Frasco nQ 2:

Tampao Krebs Ringer Fosfato (pH = 7,4} ..... 2,9 ml

Parotinm Lo e e s 0,1 m1 (2)

Porcao do epididimo ...t t 150 - 200 mg
¢) Frasco n? 3:

Tampao Krebs Ringer Fosfato (pH = 7,4) ..... 2,8 ml

TRsuUlima ot e e 0,1 mt

P ar Ot im e e e e e e 0,1 ml

Porcao do epididimo ... ..o vvrniia, 1 150 - 200 mg
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d) Frasco n¢ 4:
Tampao Krebs Ringer Fosfato {pH = 7,4) ..... 3,0 m1
Porgao do epididimo ...... ... oL, T 150 - 200 myg

e) Frasco n0® 5:

Tampao Krebs Ringer Fosfato {pH = 7,4) ..... 2,8 ml
Adrenalina ...t ir it i i 0,1 ml (3)
INsuTina i e e e e e 0,1 ml

Porcdo do epididimo ...... ..., ¥ 150 - 200 mg

f}) Frasco no 6:

Tampao Krebs Ringer Fosfato {pH = 7,4) ..... 2,8 ml
Adrenalinag ..o i i i e i e 0,1 ml
g o v N 0,1 ml
Porcao do epididimo . ..ovvirt i, T 150 - 200 mg

g) Frasco n¢ 7:

Tampao Krebs Ringer Fosfato (pH = 7,4) ..... 2,9 m)

Adrenalina v v e e e e e e e e e e e 0,1 mi

Porcao do epididimo ........... i, t 150 - 200 mg
h) frasco n@ 8:

Tampao Krebs Ringer Fosfato (pH = 7,4 } ..... 3,0 m1

Porcao do epididimo ....c... i, T 150 - 200 mg

{1) Insulina simples (Lilly) 40 unidades, dissclvida em solugao

fisiolggica numa concentragao de 30 mu/ml.

(2) Parotin {Teikoku Hormone MFG.Co, Ltda. Japan), preparado em

solugao fisiologica numa concentragao de 4,5 mg/ml.



{3) Adrenalina, preparada em solucao fisiolbdgica numa concen-

tragac de 3,0 ug/ml.

Apos 60 minutos de agitacdo a temperatura de
37°C, as porgBes do epididimo foram retiradas dos frascos de
Warburg, e o glicerol do meio foi determinado pelo metodo de
KORN (1954).

As leituras foram realizadas em espectrofotome-
tro (Spectronic 20 - Bausch e Lomb), densidade otica de 570 nm

)je 0s valores obtidos, expressos em micromol de glicerol/hora /

grama de tecido.

TABELA 1 - Sistemas Experimentais empregados, para determina-
cao do glicerol, tantec para animais controle, quan-
to para animais diabeticos.

Frascos
meios i 2 3 4 5 6 7 8
de .
incubagao
TKRF X - b X X X X X X
INSULINA X X X
PAROTIN X X X
ADRENALINA : X X X
TECIDO(EPIDIDIMO) X X b4 X X X X X

Como pode ser gbservado na tabela acima, o con-
teudo de glicerol, posteriormente encontrado nos frascos de ng
meros 4 e 8, serviu como controle para os demais sistemas expe

rimentais.



(3) Adrenalina, preparada em solugao fisioldgica numa concen-

tragao de 3,0 ug/ml.

Apos 60 minutos de agitagao 3 temperatura de
37°C, as porgdes do epididimo foram retiradas dos frascos de
Warburg, e o glicerol do meio foi determinado pelo metodo de
KORN (1954},

As Yeituras foram realizadas em espactrofotome-
tro (Spectronic 20 ~ Bausch e Lomb), densidade dtica de 570 nm

@ 0s valores obtidos, expressos em micromo]l de glicerol/hora /

grama de tecido.

TABELA 1 - Sistemas Experimentais empregados, para determina-
¢ao do glicerol, tanto para animais controle, quan-
to para animais diabeticos.

Frascos
meios 1 2 3 4 5 6 7 8
de
incubacao L
TKRF X - X X X X X X X
INSULINA X X X
PARCTIN X X X
ADRENALINA X X X
TECIDO(EPIDIDIMO) X X X X b4 X X X

Como pode ser observado na tabela acima, o con-
teido de glicerol, posteriormente encontrado nos frascos de ni
meros 4 e 8, serviu como controle para os demais sistemas expe

rimentais.



3.2.1. Sequencia do Estudo "In Vivo"

Foram utilizados 24 ratos, divididos casualmen-

te em 4 grupos, da seguinte forma (Tabela 2):

GRUPO I - Controle - constitufdo por 6 animais
0s quais receberam, via intraperitoneal, apenas solugao fisio-
logica;

GRUPO I - Diabeticos aloxanicos - constituido
por & ratos que receberam, via intraperitoneal, dose Unica de
aloxana na concentracao de 125 mg/kg de pesc corporal;

GRUPO III- Diabeticos aloxanicos + Insulina - cons-
tituido também de 6 animais tornados diabeticos pela adminis -
tracao de aloxana, nas mesmas condigoes que o grupo anterior e

aos quais foi administrado ainda, dose Unica de insulina, in-

traperitoneaimente, na concentragac de 2,5 U/100g de peso cor-
poral (TEIXEIRA, 1979}; |
GRUPO !V ~ Diabeticos aloxanicos + Parotin - cons-
tituido por 6 animais, tornados diabéticos a semelhanga dos ra
tos dos Grupos IT e III e que receberam, intraperitonealmente,
Parotin, na concentragao de 0,45 mg/100 g de peso corporal(TEL

XETRA, 1979).

TABELA 2 - Distribui¢ao dos animais nos grupos e drogas admi-

nistradas.
GRUPOS ok DROGAS ADMINISTRADAS
i - Controle 6 Sol, fisiologica (NaCl 0,9%)
[1 - Diabeticos 6 Aloxana (125 mg/kg peso)
I11- Diab.+ Insul. 6 ﬁagxgnze(gggng/kg de peso) + Insul, (2,5 U/
- biab.+Parotin 6 Aloxana (125 mg/kg de peso) + Parotin (0,45

mg/100 g de peso)




Tanto a insulina quanto o Parotin utilizados,fo
ram preparados em solugao fisioldgica e o volume maximo injeta
do foi de 0,5 ml.

A obtengido dos ratos diab&ticos (Grupo 11, I1I

e 1Y), obedeceu ao mesmo procedimento do estudo "In Vitro".

3.2.2. Determinagao dos acidos graxos livres

Para a determinacgao dos acidos graxos livres, a
pos anestesia dos animais por inalacao com eter sulfurico em
uma campanula de vidro, coletou-se o sangue da ponta da cauda
dos ratos, do mesmo modo que para o estudo "In VYitro".

A sequir o sangue foi centrifugado, o plasma se
parado e dosou-se a concentragcao de acidos graxos livres pelo
método de DOLE & MEINERTZ (7960) em microbureta adaptada.0s va
lores obtidos foram expressos em micromol/Iitro de plasma.

Nos animais dos 4 grupos experimentais foram rea
Tizadas dosagens dos acidos graxos livres nos intervalos de tem
po de 0, 4, 8, 12, 24 e 32 horas.

0s animais dos Grupos [I1 (diabéticos + Insuli
na) e IV (diabeticos + Parotin), apos a coleta de sangue no tem
po O {zero) receberam respectivamente, via intraperitoneal, in
jecao de insulina e de Parotin, nas concentragoes ja citadas,

Importante ressaltar que em todos e©s animais dos
4 grupos experimentais, foram realizadas dosagens glicemicas -
(método da ortotoluidina) em todos os intervalos de tempe nos
quais realizou-se a colets de sangue para as determinacoes dos

acidos graxos livres,
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4, RESULTADODS

4.1. Estudo "In Vitro"

e

0s resultados da detefminacﬁo do glicerol liberado do
tecido adiposo do epididimo de ratos normais para o meio de in
cubagao, podem ser observados nas tabelas 3 e 4 e Graficos 1 e
2.

Na tabela 3 verificam-se as agoes da insulina, do Paro
tin e da associagao da insulina com ¢ Parotin, adicionados ao¢
meio de incubagao, sobre o tecido adiposo incubado, relaciona-
dos com 0 tecido adiposo controle.

Pode ser observado que tanto a insulina como o Parotin
promoveram uma inibig¢ao da liberacao do glicerol do tecido adi
poso para o meig de incubagao, da ordem de 7,86%, enquanto a
associagao da insulina com o Parotin estimulou a3 liberacdao do
glicerol em 2,85%.

Paor outro lado, na tabela 4, onde encontram-se os efei
tos da adrenalina e das associacoes entre adrenalina e insuli-
na e adrenalina e Parotin sobre a liberacao de glicerol do te-
cido gorduroso do epididimo de ratos normais, pode ser veri
ficado que, enquantc a adrenalina estimulou em 59,84% a libera
¢ao do glicerol para o meio de incubagao, a associagao entre a
drenalina e insulina, inibju em 30,09% a taxa de liberacao. A
associagao da adrenalina com o Parotin tambem mostrou eficacia
em inibir a taxa de glicero]l liberado para o mefo (28,78%}.

Essa inibicao verificada, tanto para a associacac com
3 insulina, como para o Parotin, diz respeito a estimulacao ob
servada pela adicao de adrenalina ao meio de incubaciao, e ndo
em relacao ao tecido gorduroso do epididime controle.

Esses resultados podem ser vistos ainda, nos Grzaficaos



1 e 2, onde as colunas menores significam os valores do glice-
rol encontrados nos meios de incubagao do tecido gorduroso do
epididimo de ratos normais e as colunas maiores sao relativas
ao tecido gordurosc do epididimo de animais diébéticos.

Na tabela 5, observa-se o ocorride com a liberacao do
glicerol do tecido gorduroso do epididimo de ratos diabéticos
para o meio de incubacao, sob influencia da insulina, do Paro-
tin e da associacao da insulina com ¢ Parotin adicionados a es
se meio, quando comparado com a liberagao do glicerol do teci-
do gordurcso tomado como controle,

Como pode ser verificado, a insulina e o Parotin inibi
ram a liberacao do glicerol em 19,19% e 13,37% respectivamente
enquanto que a associac¢ao insulina + Parotin estimulou a libe-
ragao em 2,15%.

Por outre lado, observando a tabela 6, onde encontra-
mos as ac¢oes da adrenalina e das associagoes da adrenalina com
a insulina e com o Parotin, sobre a liberacao de glicerol do
tecido gordurosoc do epididimo de ratos diab&ticos para o meio
de incubagdo, nota-se que enquanto a adrenalina estimulou a 11
beracao do glicerol em 25,34%, em relagac ao controle, ambas
as associacoes, com insulina e com Parotin, inibiram a libera-
¢ao do glicerol em 23,95% e 22,84% respectivamente, quando com
paradas com a ativacao dada pela presenca de adrenalina nomeio
de incubacao.

Pode ser observado ainda, nas tabelas 4 e 6, que as as
sociacoes da adrenalina com insuling e Parotin, tanto em ani-
mais normais como em animais diabetiycos, relacionadas com seus
respectivos controles, mostraram umg ativagao maior (25,75% e
31.,06% respectivamente) nos ratos normais guando comparadascom

0s resuitados obtidos dos ratos diabeticos (1,39% e 2,50% res-




pectivamente).

Com relacao aos Graficos 1 e 2, referentes 3as tabelas
3 eb,e 4 e 6 respectivamente, nota-se que nao se observam di
ferengas significantes entre 0s animais de um mesmo Grupo, de-
vido ao desvio padrao ser bastante grande em decorréncia da va
riagac individual encontrada nos animais. Todavia, pode ser ve
rificado que a liberagao do glicerol do tecido adiposo do epi-
didimo de animais diabeticos, para o meio de incubacio, foi a-
proximadamente trés vezes maior que o ocorrido para animais nor

mais.



TABELA 3 - Valores da determinagao do glicerol liberado do te-
cido adiposo do epididimo de ratos normais, no meio
de incubacao, sob influencia da insulina e do Paro-
tin, Valores expressos em uMol de glicerol/hora/gra
ma de tecido.

Sistema
xperimental I p [ + P C
Ratos
] 1,54 1,52 1,70 1,59
2 1,36 1,43 1,41 1,58
3 1,23 1,22 1,24 1,33
4 1,12 1,24 1,40 1,26
5 1,39 1,35 1,69 1,69
6 1,15 1,00 1,22 0,98
- )
Madia +1,29 +1,29 1,44 1,40
-0,18 -0,18 0,21 to,26
% Ativ. ¢ ,85
¢ Inib. 7,86 7,86
[ - INSULINA
P - PAROTIN
i+P - INSULINA + PAROTIN

° - CONTROLE



TABELA 4 - Valores da determinagao do glicerol Tiberado do te-
cido adiposo do epididimo de ratos normais no meio
de incubacgao, sob influencia da adrenalina, insuli-
na e Parotin. Yalores expressos em uMol de glicerol/
hora/grama de tecido.

Sistema
Experimental PO A+ P A c
Ratos
7 1,38 1,97 1,81 1,06
8 1,63 1,60 1,77 1,36
9 1,90 1,71 2,30 1,38
10 1,56 1,57 1,91 1,43
11 2,23 2,17 2,91 1,84
12 1,29 1,39 2,00 0,89
) 1,66 1,73 2,11 1,32
Media 0,34 0,28 *0,43 0,32
T Ativ, 59,84
% Inib, 34,09 28,78
A + I = ADRENALINA + INSULINA
A + P = ADRENALINA + PAROTIN
A = ADRENALINA
C = CONTROLE
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TABELA 5 - Valores da determinagao do glicerol liberado do te-

cide adiposo do epididimo de ratos diabéticos, no
meic de incubagiao, sob infiluéncia da insulinag e do
Parotin. VYalores expressos em uMol de glicero! /hora/
grama de tecido.

Sistema
Experimental f P [ + P C
Ratos
] 3,79 4,19 6,68 5,87
2 3,99 5,34 6,32 5,89
3 4,28 4,25 4,34 4,56
4 2,64 2,68 2,85 2,89
5 5,06 5,11 §,49 5,47
6 2,76 2,58 2,79 3,14
. 3,75 4,02 4,74 4,64
Medie t0,92 1,17 £1,69 1,34
% Ativ, 2,15
% Inib, 19,19 13,37
I = INSULINA
P s PAROTIN
I + P = INSULINA +« PAROTIN
C = CONTROLE



TABELA 6 - Valores da determinacao do glicerol liberado do te-
cido adiposo do epididimo de ratos- diabéticos no
meio de incubagcao, sob infiuencia da adrenalina, in
sulina e Parotin. Valores expressos em uMol de gli-
cerol/hora/grama de tecido.

Sistema
Experimental A+ 1 A+ P A C
Ratos
7 2,80 3,40 3,56 2,88
8 4,60 4,35 5,95 4,26
9 2,58 2,39 3,09 2,69
10 4,40 4,69 4,92 4,18
1 4,57 4,94 5,23 5,01
12 2,90 2,36 4,29 2,56
) 3,64 3,68 4,50 3,59
Media Z0,97 1,14 11,07 1,01
% Ativ. 23,34
% Inib. 23,94 22,84
A+ 1 = ADRENALINA + INSULINA
A+ P = ADRENALINA + PAROTIN
A = ADRENALINA
C - CONTROLE



6,00 A .
5.00
4,00 1
1 = Insulina {G. normal)
S ' = Insulina (G. diabético)
3,00 - . - 2 = Parotin (G. normal)
e 2' = Parotin {(G. diabético)
3 = Insulina + Parotin (G.normal)
"= Insulina + Parotin (G.diabético)
2,00 . = Lontrole (G. normal)
T ' = Controle (G. diabetico)
1,00 -
T2 20 3 3 4 4
GRAFICO 1:- Valores {umol/h/g de tecido) da determinacao do glicerol liberado

» N0 meio de 1in-
cubagao, sob influencia da insulina e do Parotin.
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4,2. Estudo ¥In Vivo"

0s resultados da determinagao de acidos graxos no plas
ma de animais controle e diabé&ticos, e também de animais diabe
ticos que receberam doses Unicas de Parotin e insulina, podem
ser observados nas tabelas 7, 8, 3 e 10 e Grafico 7.

Na tabela 7 e Grafico 3, encontram-se dados das dosa-
gens de acidos graxos livres nos intervalos de tempo de 0, 4,
8, 12 e 24 horas, bem como as respectivas medias glicemicas de
6 animais do grupo controle (Grupo I). 0s dados referentes as
dosagens de acidos graxos estdao expressos em mmol/1itro de;ﬂqi
ma e pode-se observar que os Jimites encontrados situam-se en-
tre 0,47 e 0,77 mmol/litro de plasma, A media glicémica porsua
vez, encontra-se proxima a 90,0 mg%.

Nos animais diabéticos (Grupo 1I), cujos resultados das
dosagens de acidos graxos e da glicemia podem ser vistos na ta
bela 8 e Grafico 4, observa-se que os limites encontrados para
acidos graxos estao entre 0,59 e 1,16 mmol/litrc de plasma, o
que indica um aumento de aproximadamente 46% na concentracaode
acidos graxos livres, relacionado ao Grupo controle. Quanto 3
qlicemia, o valor medio encoentrado foi de 300 mg%, mostrando o
estado hiperglicemico dos animais. Pode ser verificado ainda ,
nesta tabela, que a média da concentracac de acidos graxos, no
plasma dos animais deste Grupo aumentou ligeiramente a medida
que as dosagens foram sucedendo-se nos diferentes intervalosde
tempo, O mesmo todavia, naoc ocorreu com a glicemia, que apre-
sentou valores menores a intervalos de tempo maiores.

Quanto aos animais do Grupo [I1, diabeticos experimen-
tais, que receberam uma dose Unica de insulina, administrada a

pos ter sido realizada a coleta de sangue para as dosagens de
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dcidos graxes e glicose, para o tempo O (zero), pode-se verifi
car na tabela 9 e Grafico 5 que ocorreu uma gueda acentuada dos
niveis de acidos graxos a partir da 4% hora da injecio, de -a-
proximadamente 56% em relagao 2o resultado médio obtido no tem
po O (zero). Esta gueda ocorreu juntamente com a reducao dagti
cemia, que mestrou seu menor valor {198,5mg%)também na 28 dosagem
ou seja, na 42 hora apos a administracao da insulina. A partir
do intervalo de tempo de 8 horas, as concentracoes de acidos
graxos comegaram a aumentar concomitantemente com a tendéncia
da glicemia em retornar a seus niveis iniciais.

Na tabela 10 e Grafico 6, encontram-se o0s resultados
das dosagens de acidos graxos e glicose no plasma de 6 animais
diabeéticos experimentais, que receberam uma unica dose de Paroc
tin (Grupo IV}, administrada intraperitonealmente, apos ter si
do realizada a colheita de sangue para as dosagens relativas ao
tempo 0 (zero).

Pode ser observado que houve um grande decréscimo na
concentracaoc de icidos graxos livres, ja a partir da 2% dosa-
gem (intervalo de tempo de 4 horas), em todos os animais doGru
po. Esta diminuicao, em termos medios, foi da ordem de 61%, au
mentando essa porcentagem ate a 48 dosagem (intervalo de tempo
de 12 horas), quando entao os valores comecaram a subir, dimi-
nuindo a porcentagem em relacao ao tempo 0O {zero) nas 58 ¢ 6%
dosagens (intervalo de tempo de 24 e 32 horas).

Com relacac 3 glicemia media, pode ser notado que ja
na 28 dosagem, 19 apos ter sido administrado o Parotin, houve
uma ligeira reducao, para atingir o ponto maximo no intervalo
de tempo de 8 horas (3% dosagem) quando ocorreu concomitante -
mente, uma diminuicao na concentracao média de acidos graxos
livres no plasma. Com 12 horas apos a aplicagao do Parotin . a

glicemia j3a estava proxima a seus valores iniciais.



TABELA 7 - Valores obtidos das dosagens de acidos graxos {uMol/
litro de piasma) dos animais do Grupo !, nos diferen
tes intervalos de tempo, bem como valores glicemicos

médios (mg% de sangue) nos mesmoes intervalos de tem-

po.

0 4 8 12 24 32

] 0,46 0,55 0,59 0,63 0,68

2 0,56 0,72 0,68 0,68 0,77

3 0,50 0,59 0,59 0,59 0,55

4 0,41 0,50 0,68 0,63 0,72

5 0,41 0,55 0,72 0,72 0,63

6 0,59 0,59 0,63 0,72 0,72

] 0,48 0,58 0,64 0,66 0,67
Medias 0,07 0,07 *0,05 0,05  *0,07
Glicemia | 89,5 90,0 89,0 88,0 88,0
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GRAFICO 3:- Valores médios de dosagens de acidos graxos

(m mol/litro de plasma) e valores glicémi-

cos (mg% de sangue) obtidos dos animais do
Grupo I.
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TABELA 8 - Valores obtidos das dosagens de acidos graxos{uMol/

litro de plasma} dos animais do Grupo II, nos dife-
rentes intervalos de tempo, bem como valores glicé-
micos medios {mg% de sangue) nos mesmos intervalos

de tempo.
0 8 8 12 24 32
] 0,68 0,72 0,81 0,77 0,77 0,72
2 0,77 0,77 0,72 0,77 0,81 0,85
3 0,79 0,85 1,03 1,12 1,07 1,16
4 0,72 0,81 0,81 0,85 0,85 0,90
5 0,94 0,85 0,94 0,94 0,99 0,99
6 0,63 0,59 0,68 0,72 0,72 0,72
0,75 0,76 0,83 0,86 0,86 0,89
Medias o0 tos  *o,13 0,15 %013 0,17
61icemia 320,5 33,0  318,0 300,0  280,0 270,0
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GRAFICD 4:- Valores medios de dosagens de acidos graxcs

(m mol/1itro de plasma) e valores glicemi-
cos medios (mg% de sangue) obtidos dos ani-
mais do Grupo II.
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TABELA

3 - Valores obtidos das dosagens de acidos graxos{uMol/
litro de plasma) dos animais do Grupo IIl, nos dife
rentes intervalos de tempo, bem como valores glice-
micos medies (mg% de sangue) nos mesmos intervalos

de tempo.
Tempo

ns) 0 : 8 12 24 32

Ratos
1 0,56 0,02 0,02 0,11 0.1 0,19
2 0,6% 0,06 6,19 6,19 0,19 0,33
3 0,65 n.d, 0,02 0,15 0,37 0,33
4 0,78 0,1% 0,24 0,24 0,24 0,41
5 0,69 0,11 0,1 0,19 0,24 0,37
6 0,75 0,02 0,06 0,15 0,28 0,37
. 0,68 0,07 0,10 0,17 0,23 0,33
Medias 0,07 t0,08 *0,09 0,04 0,09 0,08
Glicemia 336,5 198,5 212,5 256 ,2 300,0 306,0
n.d. = nao detectavel {aquém do limite do método utilizado)
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GRAFICO 5:- Valores médios de dosagens de acidos graxos
(m mol/litro de plasma) e valores glicémi-
cos medios {mg% de sangue) obtidos dos ani-

mais do Grupo III.
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TABELA 10 - Valores obtidos das dosagens de acidos graxos(uMol/
litro de plasma) dos animais do Grupo IV, nos dife
rentes intervalos de tempo, bem como valores g11c§
micos meédios (mg% de sangue) nos mesmos intervalos

de tempo.

Tempo _

(s 0 4 8 12 24 32
Ratos

] 0,78 0,02 0,02 0,06 0,06 0,33
2 1,09 0,41 0,11 0,06 0,06 0,33
3 0,68 0,19 0,11 0,9 0,33 0,35
4 0,55 0,1 0,02 0,06 0,11 0,41
5 0,50 n.d. n.d. 0,02 0,06 0,15
6 0,65 0,15 0,06 0,06 0,11 0,28
) 9,70 0,17 0,06 0,09 0,12 0,30
Medias 0,21 0,14 fo,04  fo,o6 0,10 %0,09
G1icemia 348,0 292,0 226,64 271,84  330,0 352,0

n.d. = nao detectave] (aquem do Timite do metodo utilizado)
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5. DISCUSSAQ

5.1. Estudo "In Vitro"

Para que os efeitos do Parotin sobre o metabolismo 1i-
pidico possam ser avaliados, impGe-se a comparacao desta subs-
tancia com outras que apresentam efeitos marcadamente expressi
vos e ja comprovados.

Dessa forma, conforme descrito na proposicac desse tra
balho, realizou-se estudos entre o principio ativo Parotin
e a insulina, a qual apresenta acao em favorecer o armazenamen
to lipidice, e tambem a adrenalina, que tem efeito lipolitico,
promovendo consequentemente, a liberagao de acidos graxos e
glicerol para o plasma e outros meios biologicos.

Quando o tecido adiposo & incubado "In Vitro", o glice
rol e os acidos graxos sao liberados para o meio porquesao pro
dutos da hidrolise de triglicerideos. 0s acidos graxos podem ser
reesterificades, dependendo principalmente do suprimento de al
fa-glicerofosfato. 0 glicere! por sua vez nao € metabolizado e
o seu acumulo no meio, durante a incubagado, € indicativo da 1i
p6lise. Esse foi o motivo pelo qual realizou-se a dosagem do
glicerol e nao dos acidos graxos quando do estudo "In Yitro”,

Com relacao ao jejum, nao observado neste trabalho, a
despeito de amplamento c¢itade por varios autores (WHITE & EN-
GEL, 1958; VAUGHAN, 1961; FAIN, KOVACEK & SCOW, 1965; MAUDE et
alii, 1974 foram realizadas , antes da execucao da pesquisa
propriamente dita, varias experiencias, deixando os animais sem
alimentacgao por 16, 24 e 48 horas e também, conforme o indica-
do por BALL & JUNGAS (1963), por 72 horas e ap0s racao suple-

mentar desengordurada, e nao foram notadas alteracoes marcan-
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tes nos resultados. Optou-se,entao, por deixar os animais alfi-
mentados (HAGEN, 1961; OKUDA et alii, 1973; SOLOMON, 1974; REN
NER, KEMMLER & HEPP, 1974 e WITTERS & TRASKO, 1979}, principal
mente com relagao ao Grupo diabetico cuja sobrevivéncia ji era
precaria.

No que concerne ao tecido adiposo utilizado, o tecido
gorduroso do epididimo, o mesmo foi incubade em um pedaco @ni-
co (WHITE & ENGEL, 1958:; VAUGHAN, 1967 e 1962; JUNGAS & BALL,
1962; FASSINA et alii, 1972 e SOLOMON, 1974), a despeito de ou
tros autores realizarem seus estudos com c&lulas adiposas sepa
radas (RODBELL & JONES, 1966; LAVIS, WILLIAMS & SEATTE, 1973 ;
VEGA & DE CINGOLANII, 1974; RENNER, KEMMLER & HEPP, 1974 e WIT
TERS & TRASKO, 1979). Também neste caso, foram executadas am-
bas as técnicas e o0s resultados foram semelhantes. Quanto ao
péso do tecido adiposo, atuou-se numa faixa entre 150 mg e 200
mg devido ao fato de nos animais diabeticos experimentais o te
cido tornar-se bastante reduzido, como ocorre em estados hiper
glicémicos, em decorrencia do desvio metabdlico e também porin
dicagio de varios autores (WINEGRAD & RENOLD, 1958; CAHILL, LE
BOEUF FLINN, 1959; HAGEN, 1961; BALL & MERRIL, 19671 ;FRERICHS
& BALL, 1962; FASSINA et alii, 1972; GOLDRICK, HOFFMANN  REAR-
DON, 1972 e ZINMAN & HOLLEMBERG, 1973), e por observagoes pro-
prias. |

Conforme pode ser notado na tabela 3, verifica-se que
o Parotin promoveu, da mesma forma que a insulina, uma inibi-
cao da lipolise, gquando comparado ao controle.

Como se sabe, a insulina tem dois efeitos muito impor-
tantes para favorecer o armazenamentc lipidico: primeiro, ati-
va a proteina-lipase, desse modo acelerando a velocidade de hi

drolise dos triglicerides absorvidos e favorece seu armazena -
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mento. Ao mesmo tempo facilita a entrada de glicose nas célu-
las adiposas, e estas convertem uma pequena quantidade de gli-
cose em triglicérides, que sao armazenados junto com os 1lipf-
deos da dieta; segundo e talvez o mais importahte, supre o al-
fa-glicerofosfato, produto de metabolizacao da glicose, que for
nece a porcao glicercl para os triglicerides recem-formados ;
sem isso nenhum lipideo poderia ser armazenado.

As ag¢oOes hipoglicemiantes de extratos de glandulas sa-
livares, dentre eles o Parotin, tem sido relatadas por diver-
sos autores (HIKI et alii, 1929, 1930, 1932 e 1934; 0GATA;1934;
GODLOWSKY & CALANDRA, 1960, FLEMING, 1962; HOSHINO et alii ,
1976 ; GUIMARAES et alii, 1979 e TEIXEIRA, 1979).

Admitindo-se que o Parotin apresenta efeitos semelhan
tes aos da insulina no que se refere ao metabolismo de carboi-
dratos, poder-se-ia supor que este principio ativo atue sobre
o metabolismo lipidico da mesma forma que a insulina, promoven
do o armazenamento de lipideos por meio de ativacao da Tipopro
teina-lipase ou mesmo aumentando a disponibilidade do alfa-gli
cerofosfato.

Par outro lado, conforme pode ser visto nos resultados
(tabela 3) a associagao do Parotin com a insulina nao mostrou
ser efetivo em promover a lipogenese. Ao contrarioc, por sinal,
nota-se que houve inclusive um ligeiroc aumento da lipolise ,
quando comparado com o controle.

Sugerindo-se um efeito sinergico de ambos, torna-seper
mitidec pensar em termos de disputa dos "sTtios" de ac¢ao pelas
substancias em questdoc, ainda maijs se levarmos em consideracao
que ambos apresentam uma semelhanca estrutural bastante gran-

de.
Segundo TEIXEIRA (1979), em relato a respeito do meta-
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bolismo de carboidratos, a insulina ocuparia ¢ seu "sitio" pro
prio de receptores com mais facilidade que o Parotin, de tal
forma que 0 efeito resultante nac seria uma somatoria das agoes
da insuylina + Parotin e sim somente da 1nsu11né. Nao foi, toda
yia 0 que ocorreu na presente pesquisa, relacionada a¢ metabo-
Tismo 1ipidico. A nosso ver, o que deve acontecer quando essas
duas substancias s3aoc incubadas conjuntamente, & uma inibicdo
reciproca, naoc existindo portanto somatoria de efeitos e muito
menos efeito sobre os receptores especificos.

Na observacac da tabela 4, nota-se que a estimulacao
da lipolise pela adrenalina foi em parte (aproximadamente 50%)
inibida quando incubada juntamente com a insulina e Parotin.

E sabido que os principais efeitos da adrenalina e ou-
tros hormonios (Noradrenalina, hormdénio adrenocorticotrofico ,
hormonic do crescimento, glucagon e outros) sobre o tecido adi
poso sao o de promever a 1ipdlise, com liberacac de acidos gra
x05 e glicerol e tambem aumentar a atividade da fosforilase e
do 3,5-AMP ({GORDON & CHERKES, 1958; WHITE & ENCEL, 1958; RI-
ZACK, 1961; HAGEM, 1961; VAUGHAN, 1962; JUNGAS & BALL, 1962
FAIN, KOVACEK & SCOW, 1965; RODBELL & JONES, 1966; RENNER, KEM
MLER & HEPP, 1974). 0 aumento na atividade da fosforilase & me
diado pela acao do 3,5-AMP, cuja produgao e acelerada pela a-
drenalina.

A insulina, quando adicionada a0 meio de incubacao,jun
tamente com a adrenalina, promoveu redugao na liberacao de gli
cero! para o meio talvez por auxiliar a reesterificagéo do
mesmo (JUNGAS & BALL, 1962) ou talvez por bloquear a agao lipo
17tica do hormdonio (FAIN, KOVACEK & SCOW, 1966), inibindo a a-
cao da fosforilase, da mesma forma como o fazem a -oligomicina,

o 2,4-dinitrofenol e o rotenone, conforme demonstrado por FAS-



SINA et alii (1972),

Os resultados desta pesquisa, com relagdo & agao da in
sulina, concordes com 0s obtidos pelos autores acima citados,
podem perfeitamente serem extrapolados para a éompreenséo dos
resultados obtidos com a adigao do Parotin ao meio de incuba-
¢ao contendo adrenalina.

Convém também observar, que as agoes da insulina e do
Parotin, no caso presente, poderiam induzir a formagao de um
antagonismo entre cada um deles e a adrenalina, interferindona
ativacao da adenil ciclase.

Quanto aos animais diabeticos experimentais, nos quais
nao existe disponibilidade de insulina, os lipideos sao insufi
cientemente sintetizados pelas celulas, ou simplesmente nem o
sao. Primeiro, quande nao existe insulina a glicose ndo pene-
tra satisfatdoriamente nas c€luias adiposas, de modo gue as pe-
quenas quantidades requeridas de acetil CO-A e NADPH para asfﬂ
tese de lipideos derivam da glicose. Segundo, a falta de glico
se nas ceélulas reduz grandemente a disponibilidade de alfa-gli
cerofosfate, o que dificulta aos tecidos a formagao de trigli-
cerideos.

Nas tabelias 5 e 6 observam-se os efeitos da insulina ,
Parotin e adrenalina sobre o tecido adiposo incubado de ani-
mais diabeticos experimentais. Conforme pode ser notado, houve
um grande acréscimec na concentragao de glicerol liberado para
o meio, o que era de se esperar, devido & ausencia de insulina
impedindo a glicolise, com consequente formagao de alfa-glice-
rofosfato importante para prbmover o armazenamento dos trigli-
cerides.

Da mesma forma ocorrida com o grupe controle, tanto a

insulina quanto o Parotin, mostraram ser efetivos em dminuir a
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lipolise; também a associacdo insuling + Parotin nao mostrou e
feitos cumulativos e sim provocou um aumento ligeiro da mesma,
0 que vem sugerir a acao competitiva entre ambos.

Com relagao & acao da adrenalina, como pode ser verifi
cado na tabela 6, a mesma provocou pequeno aumento da lipalise
em comparagao com o0 grupo contrdle, o que pode ser explicado
pela deplegac lipidica do epididimo, como acontece em estados
hiperglicemicos prolongados.

No entanto, a associacao da adrenalina com a idinsulina
e com o Parotin induziu uma diminuigao da concentragdo de gli-
cerol no meio de incubacao, o que pode ser compreendido devido
ao fato de ambos promoverem uma diminui¢ao na hiperglticemia ,
com consequente aumento da concentragao da glicose para as cé-
luias adiposas, 0 gque, por sua Vez,_permitiu um pequeno armaze
namento de lipideos.

0s resultados obtidos neste trabalho, quanto a acdo da
insulina e da adrenalina sobre o metabolismo lipidico de ani-
mais diabeticos, sao concordantes com os observados por WINE-
GRAD & RENOLD (1958); CAHILL, LEBOEUF & RENOLD (1959), JUNGAS
& BALL (1962) e SOLOMON (1975).

5.2. Estudos "In Viyo"

Para o estudo "In Vivo" sobre os possiveis efeitos do
Parotin sobre o metabolismo lipidico, escolheu-se realizar as
dosagens dos acides graxos Jivres, ao invées de dosar-se o gli-
cerol, pelo motivo de especificidade do metodo utilizado.

As dosagens de acidos graxos livres foram realizadas,a
principio, a intervalos de 4 horas, e nao a intervalos de tem-

po menores, devido ao fato de necessitar-se de aproximadamente
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2,0 ml de sangue para dosar ac mesmo tempo os acidos graxos 11
yres e a glicemia. Durante esse periodo, 0s animais receberam
somente agua.

Conforme observa-se na tabela 7 e Grafico 3, quanto aos
animais do Grupo ! {controles), as médias das dosagens dos §ci
dos graxos livres, de & animais, nos diferentes intervalos de
tempo, elevaram-se ligeiramente com as sucessivas dosagens,até
atingirem um platd ao redor da 3% dosagem. A glicemia por sua
vez nao se alterou durante o periodo experimental, mantendo-se
dentro dos padrdes normais, fisioldgicos.

A elevacao observada na 2% e 3% dosagens, ocorrida com
todos os animais, aumentando a media, talvez possa ser atribui
da a uma maior liberacao de catecolaminas, 0 que por certo pro
moveria um aumento da lipolise com consequente hidrolise de tri
glicerideos, e portanto, libera¢ao de acidos graxos para o plas
ma.

Quanto aos animais diabeéticos experimentais (Grupo 1},
somente foram utilizados os que, ao inicio do experimente, a-
presentavam médias glicemicas 1gua15'0u superiores a 300,0mg%,
valor esse, considerado como indicativo de um quadro diabetico
que dificilmente, sem tratamento adequadoc, permite uma recupe-
racao do animal,

Como pode ser notado na tabela 8 e Grafico 4, os valo-
res medios das dosagens dos acidos graxos dos animais diabeti-
cos indica um aumento de 46% no nivel dos mesmos, quando compa
rado com o valor médio das dosagens obtidas dos animais contrﬁ
les.

0 fenomeno ocorrido com os animais do Grupo 1, ou seja,
o aumento da liberacao de acidos graxos nas dosagens de 4 e 8

noras (2% e 3%) ocorreu também com os animais do Grupo I1. A



glicemia também apresentou ligeiro aumento na 22 dosagem.

E importante ressaltar-se que, a partir da 3% dosagem,
a medida que a glicemia diminuiu, a concentracio de acidos gra
xos livres aumentou no plasma. Essa queda da gﬁicemia pcde ser
atribuida ao fato de o0s animais permanecerem sem alimentacao
durante o periodo experimental e nao a uma maior utilizacao da
glicose pelas células, pois a ausencia da insulina nao permiti
ria que isso ocorresse,

Quanto aos animais do Grupo III {diabéticos experimen-
tais + insulina}, pode ser observada na tabela 9 e Grifico 5§ ,
uma brusca diminui¢ao da concentragao de acidos graxos livres
ja na 1% dosagem ap0s a administracdao da insulina, o mesmo o-
correndo com a glicemia. Isso era de se esperar, pois o efeito
da insulina sobre a glicemia e de um modo geral, sobre o meta-
bolismo de carboidrates, € fato de ha muito conhecido. Como ja
foi observado neste trabalho, € claro que se a insulina admi-
nistrada e capaz de restaurar o suprimento de glicose nas célu
las, obvio seria dizer que com a utilizacao da mesma, ocorre-
ria producao do alfa-glicerofosfato, que por sua vez, permiti-
ria o armazenamento lipidico, diminuinde consequentemente a 11
beragao de acidos graxos para o plasma. Tambem, conforme afir-
mado na discussao sobre o estudo "In Vitro", a insulina pode
ter ativado a lipoproteina Jlipase e provocado a reesterifica -
¢ao dos acidos graxos.

De mesma forma, os animais do Grupo 4 (diabeticos expe
rimentais + Parotin) também mostraram, conforme pode ser obser
vado na tabela 10 e Grafico 6, uma acentuada queda, tanto na
concentracao de acidos graxos no plasma, guanto na glicemia.

Partindo-se do principio que as glandulas salivares (e

por consequéncia o Parotin, conforme anotado na discussao so-
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bre o estudo "In Vitro"),apresentam sobre o metabolismo de car
boidratos efeitos proximos aos apresentados pela insu1in; (FL&
UM, 1932; FERRETI, 1936; DOBREFF, 1936; HALMOS & SOMOGIY,1862;
DAVIDSON et alii, 1969; GARCIA, BLACKARD & TRAIL, 1971 e TEI-
XEIRA, 1979) em animais diabéticos, e dada a Tntima relagao en
tre esse metabolismo e o dos lipTdeos, pode-se, por hipotese,
sugerir efeitos analogos aos permitidos dquele hormonio, prin-
cipalmente na captagao de glicose pelas células.

0s resuitados desta pesquisa, quanto ao efeito do Paro
tin na diminui¢ao da glicemia de ratos diab&ticos, s3ao concor-
dantes com aqueles encontrados por FLEMING (1962). Todavia, as
afirmativas desse aUtor, nas quais o Parotin promoveu hiperpla
sia e hipertrofia das ilhotas de Langerhans, nao foram concor-
dantes com os resultados obtidos por GUIMARAES (1976), que ob-
servou através de cortes histologicos, que o pancreas de ani-
mais diabeticos experimentais, que receberam o Parotin, nao a-
presentou regeneracao celular. Autores outros (DUNN, et adlii,
1943; DUNN & Mc LETCHIE, 7943; GOMORI & GOLDNER, 1943; GOLDNER
& GOMORI, 1943; BAILEY & BAILEY, 1943; LAZAROW & PALAY, 1946 ;
CAVALLERD, 1947; RUANGSIRI, 1949 e SOLOMON et alii, 1974), pes
quisando a respeito da produgac de diabetes experimentg] em ra
tos, através da aloxana, demonstraram que, efetivamente, essa
substancia promove necrose irreversivel das células beta das
iThotas de Langerhans do pancreas, a qual se completa nas 48
horas apos a sua administracdo, persistindo por um periodo de
176 dias. Dessa forma, seria praticamente impossivel a regene-
ragao das celulas beta, sob o efeito do Parotin, bem como & es
timulagdao da agao da insulina,

Com relagao ao efeito do Parotin sobre ometabolismo 11

pidico, existe concordancia entre os achados deste trabalho e
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os verificados por ARAY & YAGI (1958}, que demonstraram gque na
hipercolesterolemia, o colesterol total nao so diminuiu, como
retornou a valores proximos do fisioldgico, apos a administra-
¢cao do Parotin. ‘

Nao se pode deixar Qe esclarecer ainda, que os efeitos
da insulina, tanto sobre a concentracao de acidos graxos quan
to sobre a giicemia, atingiram o pico maior logo nas primeiras
4 horas apos sua administracao, enquanto para o Parotin esse
ponto somente foi consequido 8 horas ap0s sua administragao
(Graficos 5 e 6). Tambem deve-se observar, com relagdo a con-
centracao de acidos graxos nao esterificados que, enquanto a
insulina, a medida que tinha seu nivel diminuido no sangue,pro
vocava um suave retorno da concentracao de acidos graxos no
plasma, 0 mesmo nao era observado com relagao ao Parotin gue
provocou, quando talvez de seu desaparecimento do sangue, um
brusco aumento na concentracao dos acjdos graxos livres.

Apesar dos efeitos da insulina e do Parotin serem se-
melhantes, existem entre eles diferencas sensiveis, tais <como
estruturacao quimica, peso molecular, mecanismos de resbsorgdo
afinidade por receptores e outras. Estas diferengas indicam em
termos mais conclusivos que, no gue concerne ao interrelaciona
mento glandulas salivares e metabolismo Tipidico, ha necessida
de de estudos mais aprofundados. E esse,portanto, um campo de
pesquisa, aberto e interessante, que deve ser mais exploradoem
busca de novos conhecimentos no sentido de melhores esclareci-

mentos.

-
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6. CONCLUSDES

A analise e a discussao dos resultados obtidos
através dos estudos “In Vitro" e "In Vivo", permitem afirmar-

se que:

1. 0 principio ativo do Parotin promgve, efeti-
vamente, uma diminui¢ao na }iberacao de glicerol para o meio de
incubagao, tanto em tecido gorduroso de epididimo de animais

normais quanto de animais diabeticos;

2. A associacgao entre Parotin e insulina, nao
mostrou efeito antilipelitico em ambos os experimentos “"In ¥Yi-

tro" (animais normais e diabeticos):

3. 0 Parotin promove uma diminuicao na libera-
cao de acidos graxos livres para o plasma, nos animais diabéti

cos experimentais;

4, 0 Parotin mostrou ser efetivo em diminuir a

hiperglicemia de animais diabeticos.
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CAPITULO VIIT - RESUMO



8. RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de es
tudar os possiveis efeitos do principio ativo das glandulas sa
livares {Parotin) sobre o metab01isﬁo lipidico de ratos nor-
mais e diab&ticos.

Foram utilizados 48 ratos machos (Rattus norvé-

gicus, albinus, Wistar), com 3 meses de idade, pesando em me-

dia 220 gramas. A parte experimental foi desenvolvida em dois

modelos:
1, Estudo "In Vitro® - determinagao do glice-
rol;
2. Estudo "In Vivo" - determinagao dos acidos

graxos livres,

Para o estudo "In Vitro", foram utilizados 24 a
nimais, distribuidos em 2 Grupos:
Grupo I - Controle - 12 animais;

Grupo 11 - Diab&ticos Experimentais - 12 animais.

Tanto para o Grupo [ como para o Grupo II foi u
tilizado o tecido gordurosc da cabega do epididimo, incubado
em frascos de Warburg para agitagac, nos seguintes meios biolo
gicos: TKRF + insulina; TKRF + Parotin; TKRF + Parotin + insu-
lina; TKRF + adrenalina; TKRF + adrenalina + Parotin; TKRF + a
drenalina + insulina e TKRF.

Apds agitacao por 60 minutos, o glicerol libera
do pelo tecido adiposo foi dosado pelo método de KORN (1954).

Para o estudo "In Vivo", foram utilizados 24 a-

nimais distribuidos em 4 Grupos:

Grupo I - Controle - 6 animais:



Grupo II - Diabeéticos - & animais;
Grupo III- Diabéticos + insulina - 6 animais;

Grupo IY - Diabeticos + Parotin - 6 animais.

Nos animais dos 4 grupos experimentais foram
realizadas dosagens de acidos graxos livres (metodo de DOLE &
MEINERTZ ,1960) e de glicose (metodo da ortoteoiuidina) nos in-
tervalos de tempo de 0, 4, 8, 12, 24 e 32 horas.

Nas condicoes experimentais utilizadas, verifi-
cou-se que o Parotin promoveu diminuigao na concentracgaocde gli
cerol para o meio de incubagaoc e diminuig¢ao da 1ipolise, com
menor liberacao de acidos graxos livres para o plasma, da mes-

ma forma que a insulina.

Entretanto, a associacac insulina + Parotin,nao
mostrou ser efetiva na diminuicao da liberacao de glicerol pa-

ra o meio de incubacgao.



—

CAPITULO IX - APENDICE



APENDICE

Procedimento utilizadec para coleta de sangue:

o

Deixar o aparelho {vide desenho anexo) em condigGes de
usg, ouU seja, acoplado a torneira d'agua com abertura Su

ficiente para proceder a sucgao do ar do seu interior;

Banhar a parede interna da proveta com um anticoagulante

(citrato de sodio a 3,8%, heparina, EDTA, ou outro):

Anestesiar o animal (no caso, o rato) por inalagao de &-

ter etilico ou nembutal;

Adaptar a proveta ao aparelho e fixar a rolha de borra-

cha com qguia;

Cortar um pedac¢o da ponta da cauda do animal e <conecta-
1o rapidamente a0 guia da rolha de tal maneira que impe-
ca, 0 maximo possivel, a entrada de ar no sistema [vide

desenho)

Com esse procedimento, uma vez que a pressao interna do
aparelho torna-se negativa em relagcao 3 pressao do ani-
mal, o sangue fluira normalmente. Com esse processo, con

segue-se coletar, faciimente, ate 3,0 m} de sangue;

Amarrar a cauda do animal e/ou c¢olocar algum colutdide e

devolve-1o a gaiola.



COLETAOR

D

E

S AN GUE

- wn L N —

10
11

12

Trompa d'agua p/. vacuo

Torneira d'agua

Kitassato de 500 m!

Proveta 10 m1 c) base descar
tavel

Orificio para facilitar a sai
da de ar da proveta

Rolha de borracha com guia -
Guia 'tubo de vidro introduzi
do a rolha)

- Rolha de borracha, pequena ¢/

haste, dupla fungao - reti-
rar a proveta com sangue e fe
char o sistema apos 0 uso
Sangue fluindo da cauda do a-
nimal

Animal anestesiado (rato)
Tubo de borracha - comprimen-
to variavel

Gesso ou resina acrilica para

fixar base descartavel da pro

veta

¢ -



Microbureta Adaptada

Foi utilizada uma microbureta adaptada a um con
ta-g0tas preso a um suporte de manometro e apresentandoc na ex-

tremidade inferior, uma aguiha 25 x 6. (vide desenho).

Apertando-se a rosca do suporte do mandmetre,ex
pulsa-se o ar contide na borracha conta-gotas e colocando-se a
agulha da pipeta dentro da solucao a ser utilizada, provoca-se
aspiracao da mesma soltando-se a rosca do suporte. Isso faz in

flar a borracha, enchendo a micropipeta.

Dessa maneira, & possivel medir-se com bastante
seguranga de 1 em 1 microlitro, determinando-se no final do ex

perimento, quantos microlitros foram utilizados.
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MICROBURETA ADAPTADA

Haste metalica
Pipeta microlitrica
Presilhas

Suporte de manometro
Borracha conta-gotas
Becker

Agulha descartavel
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